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Avangos na produciio de animais transgénicos e suas aplicacdes para a sociedade

Luiz Sergio de Almeida Camargo', Michele Munk Pereira, Lilian Tamy Iguma,

Humberto Melo Brandao, Jodo Henrique Moreira Viana

Resumo: A transgenia mostrou-se uma ferramenta poderosa na geragio de novos
cultivares e tem contribuido para aumentar a produgdo agricola. Na pecudria, contudo,
sua aplicagdo comercial é ainda insipiente, em parte devido as dificuldades na produgio
em larga escala de animais transgénicos, e em parte pelas dividas quanto a aceitagio do
mercado quanto a alimentos de origem de animais geneticamente modificados. A
transgenia em animais também pode ser utilizada vislumbrando a produgio de
biofdrmacos, para os quais a aceitagio pelo consumidor é maior e cuja demanda pode

ser alcangada com poucos animais transgénicos, ou seja, pelo uso da técnica em menor

escala. Diversos animais transgénicos com potencial de contribuir para aumentar a-

producdo ¢ a qualidade de alimentos ja foram gerados, ainda que em escala reduzida, e
servem como modelo de estudo sobre os potenciais impactos da transgenia sobre a
pecudria. Como os procedimentos atuais para a produgdo de animais transgénicos sio
poucos eficientes, esforgos tém sido realizados para sua otimizag¢io ou para o
desenvolvimento de estratégias alternativas. Paralelamente, ¢ necessario atender as
exigéncias de biosseguranga tanto para a produgdio como para o consumo do alimento
gerado pelos animais transgénicos. Essa revisdo propde apresentar alguns modelos de
animais transgénicos que podem ser lteis para a pecudria e alternativas para se produzir

embrides geneticamente modificados.

Palavras-chave: animais geneticamente modificados, embrides, transgenia
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Advances in transgenic animal production and its application to the society

Abstract: Transgenesis is a powerful tool to generate news cultivars and has
contributed to increase the crop production. In livestock, however, its commercial
application is still null, part due to the difficulty to produce transgenic animals in large
scale and part to the doubts regarding the market acceptance of food from genetically
modified animals. Animal transgenesis can also be used to produce recombinant drugs,
which acceptance by the society is greater, and their demand can be achieved with few
transgenic animals. Several transgenic animals with capacity to contribute to increase
food quantity and quality have been already generated, despite in small scale, and can
be useful as a model to study the potential impacts of transgenesis on livestock
production. As the current procedures to produce transgenic animals have low
efficiency, efforts have been carried out to optimize or to develop alternatives strategies
to them. Concomitantly, it is important to follow the biosecurity requirements not only
for production but also for consumption of food from transgenic animals. This review
aims to present some models of transgenic animals that can be useful for livestock

production and alternatives to generate genetically modified embryos.

Key words: genetically modified animals, embryos, transgenesis.



Anais da 49? Reunido Anual da

. ne . i a

Sociedade Brasileira de Zootecnia Ll e | b

A produgdo animal no mundo em transformagéo \|~ Sociedade,
Brasilia - DF, 23 a 26 de Julho de 2012 = ) E T A st

Introducio

A transgenia tem sido, desde a década de 80, uma ferramenta importante para
incrementar o conhecimento dos mecanismos de desenvolvimento e de regulacéio
génica. Em vegetais, o uso desta tecnologia tem sido adotado por diversos paises para a
produgio de grios, como Estados Unidos, Brasil, Argentina, Canada e Africa do Sul.
Como exemplo, a produgiio mundial de soja transgénica em 2009 representou 77% do
total plantado, a de algoddo representou 49%, e a de milho 26% (GMO Compass,
2010).

Em animais de produgio, a transgenia ainda nio alcangou 0 mesmo sucesso, em
parte pela dificuldade e pelo alto custo de se produzir animais transgénicos em escala, e
em parte pelas dividas quanto a aceitagdo no mercado de um alimento originado de um
animal geneticamente modificado. Por outro lado, a geragio de animais transgénicos
como biofabricas para produgdo de biofirmacos tem recebido mais atencdo, devido a
grande demanda por esses produtos e a possibilidade de produgdo de maiores
quantidades dos mesmos por alguns poucos animais transgénicos. Em uma simulagdo,
Wall et al. (1997) estimaram que, para atender a demanda americana pelo fator 1X de
coagulagio sanguinea A época, seria necessdrio somente um bovino ou sete caprinos
transgénicos. Existem vérios exemplos de animais transgénicos produzindo, via
glandula mamaria, biofarmacos que podem vir a ser utilizados na saude humana, como
o horménio do crescimento humano (Salamone et al., 2006) e o fator estimulante de

colénias de granuldcitos humano (Freitas et al, 2007). A antitrombina recombinante

humana é exemplo de biofarmaco aprovado na Europa e Estados Unidos para uso em
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situagdes especificas na saide humana, com previsio de atingir vendas de até U$10
milhdes de délares (Kling, 2009).

Em relagiio & pecudria, existe a expectativa de que a transgenia possa contribuir
para melhorar a produ¢do de alimentos de origem animal. A transgenia pode gerar
animais resistentes a doencas, com maior taxa de crescimento ou melhor composicio da
carne ¢ do leite (Houdebine, 2005, Kues & Niemann, 2011). Contudo, além da
complexidade de expressdo de muitas das caracteristicas produtivas e dos cuidados com
biosseguranga, a geragdo de animais transgénicos em escala esbarra na baixa eficiéncia
das técnicas disponiveis para se produzir embrides e, consequentemente, animais
nascidos transgénicos. Essa revisdo tem o objetivo de apresentar modelos de animais
transgénicos que podem ser Uteis para a pecudria e 0s avangos para se produzir embrides

geneticamente modificados.

Transgenia na produciio de alimentos de origem animal

A idéia de usar a transgenia para se gerar animais domésticos vem desde a
década de 80 (Hammer et al., 1985, Pursel et al., 1989) quando foram obtidos suinos
transgénicos pelo método de microinje¢io pronuclear, porem a possibilidade de se gerar
rebanhos de animais de produgio transgénicos de modo mais eficiente se tornou mais
real a partir de 1997, com o advento da transferéncia nuclear com célula somiticas
(TNCS). Atualmente, animais transgénicos de diversas espécies foram gerados (Kues e
Niemann, 2011). A seguir serdo apresentados alguns exemplos de animais transgénicos
e suas implicag¢des na produciio de alimentos de origem animal.

A composicio do leite tem grande importancia para a indistria de laticinios. O

aumento na quantidade de proteina aumenta o rendimento na produgdo de derivados e
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esta tem sido usada como pardmetro para bonifica¢do ao produtor. Portanto, um animal
produzindo maiores quantidades de proteina seria til para o produtor e para a industria
de laticinios. Pesquisadores neozelandeses geraram bovinos clones transgénicos que
produzem maiores quantidade de beta e kapa caseina bovina no leite, introduzindo
copias adicionais dos genes que codificam essas proteinas, e conseguiram obter um
aumento entre 17 e 35% na quantidade total de caseina no leite (Brophy et al., 2003).
Posteriormente, estes autores verificaram que a composi¢do geral do leite desses
animais foi semelhante ao dos animais controles, mas com colora¢do mais amarela, e
seu processamento resultou em queijo com menos gordura, mais sélidos e pequenas
mudancas no perfil de aminoécidos (Laible et al., 2007).

Lisozima é uma enzima presente naturalmente no leite e que tem a agdo de
quebrar componentes da parede celular de bactérias, atuando como um agente protetor
para o ubere (Griin, 1985). Sua propriedade antimicrobiana pode ser 1til para reduzir o
risco de mastites e de aumentar o tempo de prateleira do leite. Além disso, o leite com
este antimicrobiano natural humano poderia ser utilizado para alimentagio de' criangas
com problemas gastrointestinais. Cabras transgénicas com o gene da lisozima humana
foram geradas e encontrou-se uma menor contagem de células somaticas,
provavelmente associada a uma melhor satide intramamdria (Maga et al.,, 2006Db). Os
autores verificaram que o leite com lisozima humana de cabras transgénicas reduziu o
crescimento de Escherichia coli e Staphilococcus aureus (Maga et al., 2006a), mas nio
teve efeito sobre bactérias usadas para fabricagdo de queijos (Scharfen et al., 2007).

Um dos agentes responsaveis pela maior parte das mastites clinicas e subclinicas
¢ a bacteria S. aureus (S4 et al,, 2004). Animais resistentes a infecgdes intramaméria por

S. aureus seriam de grande valor para o produtor, reduzindo uso de antibi6ticos € o
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descarte do leite durante o periodo de caréncia exigido apds aplicagio do antibi6tico. A
enzima lisostafina produzida pela bactéria Staphylococcus simulans tem a fungio de
hidrolisar especificamente a parede celular da S. awrews (Kumar, 2008) e o seu uso
como tratamento de mastite pode resultar em porcentagem de cura similar a de alguns
antibidticos, com a vantagem de ndo ter os problemas associados ao descarte do leite
decorrente do uso de antibidticos. Seu uso recorrente, contudo, poderia causar reagdes
imunolégicas (Gruet et al., 2001). Uma alternativa seria produzir bovinos transgénicos
com o gene de lisostafina. Em 2005, Wall et al. (2005) relataram que vacas transgénicas
com o gene da lisostafina secretavam a enzima por toda a lactagdo, sem alterar a
producdo de leite e, quando desafiadas com infusido intramamaria de S. aureus, ndo
apresentaram alteragiio da contagem de células somatica e da temperatura corporea, ao
contrario das vacas controles. O processamento do leite pela pasteurizagio e a
manufatura do queijo ndo eliminou, mas reduziu a quantidade e atividade da lisostafina,
assim como ndo houve interferéncia na coagulagio do leite ou atividade das bactérias
responsdveis pela fabricaciio de queijos (Van Hekken et al., 2009).

A peste suina classica (PSC) ¢ uma doenga viral contagiosa que causa grandes
danos a suinocultura. A presenca da PSC tem sido recorrentemente relatada na Europa,
Asia e Oriente Médio. Em 1997 a Dinamarca foi afetada por um surto de PSC, quando
mais 12 milhdes de suinos domésticos foram abatidos (Stegeman et al,, 2000). Em
2009, ap6s 62 anos sem casos, a PSC ressurgiu em Israel quando 72% dos animais dos
rebanhos afetados foram mortos (David et al., 2009). Neste mesmo ano, algumas
regides da Alemanha tiveram um surto de PSC em suinos selvagens (Leifer et al.,
2010). Na India, 63,3% das amostras sanguineas analisadas entre 2004 e 2010 possuiam

anticorpos contra PSC (Nandi et al, 2011). Nessas regides, surtos da PSV sdo
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vinculados a presenga do virus nos suinos selvagens. Uma das medidas adotadas pela
Comunidade Européia para controle e erradicagdo da PSC € a vacinagio de animais
selvagens em casos de surtos. Ja em regides endémicas, a inclusio da vacinagio dos
rebanhos domésticos é um dos métodos mais efetivos para o controle da doenga;
contudo, a diferenciagiio entre animais afetados pela doenga e animais vacinados ¢
necessdria para que aqueles que forem vacinados possam ser comercializados (Greiser-
Wilke & Moenning, 2004). A vacina comumente utilizada ¢ derivada de cepa viral
chinesa (C-strain) atenuada e, apesar de sua eficiéncia, ndo permite diferenciar os
animais vacinados dos infectados, ao contrario de vacinas recombinantes contendo
antigenos especificas do virus. Duas vacinas recombinantes comerciais contendo o
antigeno E2, uma glicoproteina do envelope viral, foram desenvolvidas a partir da
expressio de baculovirus em células de insetos e permitem o diagnostico diferencial por
meio de testes de ELISA (Greiser-Wilke & Moenning, 2004, Dong & Chen, 2007,
Greiser-Wilke et al., 2007). Essas vacinas recombinantes podem também ser produzidas
por animais transgénicos, aumentando a capacidade de produgio e reduzindo o custo.
Cabras cujas glindulas mamarias sofreram transdugio por vetores adenovirais contendo
o gene da glicoproteina E2 viral foram capazes de produzir o antigeno no leite, o que
resultou em protegdo contra a PSC (Toledo et al., 2008). A vacina recombinante
alcangou uma resposta protetora por pelo menos nove meses apos a vacinacao (Barrera
et al, 2010). Tais cabras tiveram somente as células da glandula mamaria
geneticamente modificadas, o que pode limitar a duragdo da produgdo da glicoproteina,
mas animais inteiramente geneticamente modificados podem ser gerados visando a

produgdo continua do antigeno durante a vida do animal e nas geragdes seguintes.
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Alternativas para a producfio de animais transgénicos

Existem diversos métodos para se produzir um animal transgénico. O método
mais conhecido é a microinjegdo pronuclear de DNA, comum em roedores nos quais o
pronucleo é visivel. Em animais de produgfio, como bovinos, suinos e caprinos, este
método também ¢ utilizado e foi responséavel pelo nascimento de animais transgénicos
(Maga et al., 2006b, Freitas et al., 2007), mas possui o inconveniente de ser necessaria
uma centrifugagio para visualizagio do pronucleo, o que contribui para redugdo da
viabilidade dos embrides. Além disso, esta técnica gera alto grau de mosaicismo, com
baixa capacidade de transmissiio entre geragdes, e eficiéncia entre 5 e 10% de animais
transgénicos nascidos (Eyestone, 1999, Wall, 2001). Com o advento da TNCS,
vislumbrou-se a possibilidade de se transfectar células somdticas e cultiva-las por
periodos maiores até ser possivel certificar-se que o transgene efetivamente esta
integrado no genoma antes de usa-las como doadoras de nicleo para a reconstrugio de
embrides clones. Dessa maneira, o embrido reconstruido teria em seu genoma, de forma
assegurada, o transgene, resultando em nascimentos somente de animais transgénicos e
que podem transmitir o transgene para seus descendentes. De fato, apos a publicagao do
nascimento da Dolly (Wilmut et al., 1997), diversos estudos relataram o nascimento de
animais transgénicos via TNCS (Cibelli et al., 1998, Arat et al, 2002). Para o sucesso
da TCNS, o nicleo da célula doadora necessita passar por uma reprogramagfo nuclear
para assumir o padrio de expressdo de um embridio (Jouneau & Renard, 2003, Latham,
2005). Falhas nessa reprogramagio pode estar associada a menor viabilidade dos
embrides, das gestagdes e dos animais nascidos. De fato, a TNCS por si causa altas
taxas de perdas gestacionais e mortes apds o nascimento, resultando em eficiéncia

abaixo de 10% de animais vivos apos as primeiras semanas do nascimento (Powell et
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al., 2004; Camargo et al. 2011, Sangalli et al., 2012), o que mostra que estudos para se
entender as mudangas moleculares e celulares envolvidas na TNCS ainda sdo
necessarios para se otimizar a técnica. Ou seja, no momento atual a TCNS € pouca
vidvel para se produzir animais transgénicos em escala.

Ao final da década de 80 foi publicado um estudo em camundongos com o uso
de espermatozdides como vetor para o transporte do transgene para um odcito durante a
fecundagdo (Lavitrano et al., 1989), caracterizando a técnica conhecida como
transferéncia génica mediada por espermatozdides (TGME). Esse mesmo grupo relatou
a produgio de porcos transgénicos por meio de inseminagfo artificial com sémen
contendo o gene regulador da ativagio de complemento humano (Lavitrano et al,
1997). A TGME se vale da interagio das células espermaticas com o DNA exégeno e a
capacidade do espermatozdide em internalizar este DNA (Spadafora, 2007) e apresenta-
se como um método de baixo custo e que pode ser usado em larga escala. Contudo,
apesar do sucesso da técnica em alguns laboratérios, sua reprodutibilidade ¢é
inconsistente, com alto grau de mosaicismo, sendo dificil a previsio da eficiéncia em
gerar animais transgénicos (Spadafora, 2008, Galli et al., 2012), pois nem sempre ocorre
a integragdo do transgene no genoma do embrido recém-formado. Além disso, pode
haver diferengas entre ragas quanto 4 capacidade do espermatozoide em interagir com o
DNA (Zhao et al., 2012), o que pode estar relacionado a baixa reprodutibilidade. A
associagdo da TGME com a injegiio espermatica intracitoplasmatica (ICSI) pode ser
usada para se aumentar a eficiéncia da integragdo ¢ a redugdo do grau de mosaicismo,
como observado recentemente em suinos (Umeyama et al., 2012). Em ovinos, a ICSI
associada @ TGME se mostrou mais eficiente para se produzir embrides transgénicos

quando comparado com a inseminagao laparoscopica e fecundagdo in vitro (Pereyra-
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Bonnet et al., 2011). O aprimoramento dos procedimentos para o uso da TGME deve
melhorar sua eficiéncia e previsibilidade, tornando a técnica uma op¢do para a produgio
em escala de animais transgénicos a custos menores.

Vetores lentivirais tem sido outra alternativa para se produzir animais
transgénicos. Tais vetores possuem a vantagem de infectar uma ampla variedade de
células em estégios diferentes da divisiio celular, e geralmente resultam em integragiio
estavel do DNA exdgeno no genoma (Singer & Verma, 2008). Estudos mostraram que ¢
possivel gerar embrides e animais nascidos transgénicos suinos e bovinos a partir da
inje¢do dos vetores lentivirais no espago perivitelino dos o6citos (Hofmann et al., 2003,
Hofimann et al., 2004). Este ultimo estudo alcangou a taxa de 83% de embrides bovinos
produzidos pela fecundagio in vitro a partir de oéeitos maturados in vitro e injetados
com vetores lentivirais contendo o gene da proteina verde fluorescente (GFP). Oito
embrides positivos para GFP foram transferidos para receptoras, o que gerou quatro
animais, todos expressando o gene GFP. Em outro estudo, Ewerling et al. (2006) relatou
que 67% dos embrides gerados por fecundagdo in vitro a partir de odcitos maturados e
injetados com vetores lentivirais expressaram o gene GFP; taxa superior aquela obtida
pela injegio lentiviral assistida por laser (44%). Em nossas condigdes, 32% (8/25) dos
blastocistos derivados de odcitos maturados e injetados com vetores lentivirais
apresentaram-se expressando o GIP (Camargo, comunicag¢iio pessoal, 2012). Mais
recente Lillico et al. (2011) relataram 61 nascimentos de 230 embrides transferidos,
gerados com inje¢do de vetores lentivirais com diversos transgeneses, sendo que 32 dos

animais nascidos eram transgénicos (taxa de 52% de animais transgénicos nascidos);
valores esses superiores aos encontrados na literatura para os métodos TCNS e TGME,

Contudo, os vetores lentivirais possuem alguns inconvenientes: nido possuem

10
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capacidade de carrear construgdes génicas grandes, com tamanho limitado a uma dezena
de quilobases; a integracdo ¢ aleatéria, o que pode levar a uma fraca atividade de
expressdo do transgene; e a possibilidade de multiplas integracdes, que pode causar
mosaicismo se ocorrerem apos o estidio de zigoto (Whitelaw et al., 2008, Galli et al.,
2012).

Nanoparticulas sio consideradas potenciais vetores de DNA para a transfeccio
de células eucariontes. Estudos mostraram que nanotubos de carbono funcionalizados
podem atravessar a membrana de células humanas e murinas e serem usados para
transfecgdo de pequenos RNAs de interferéncia (Krajeik et al., 2008; Ladeira et al.,
2010). Nosso grupo mostrou que nanotubos de carbono (NTC) multicamadas podem ser
usados também para transfec¢io de fibroblastos bovinos, processo que necessita ainda
de otimizagdo visando aumentar a eficiéncia (Pereira et al., 2012). Uma das barreiras
para uso de métodos convencionais de transfec¢io, como lipossomos e polimeros
catibnicos, em od6citos e embrides, é a zona pelicida. Em estudo recente, mostramos que
NTC podem atravessar a zona pelicida de blastocistos (Pereira et al., 2010), abrindo

novos caminhos para transfecgiio de odcitos e embrides.

11
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Consideracdes finais

Otimizagdo dos métodos disponiveis e surgimento de novas técnicas para gerar
embrides transgénicos sio necessdrios para que a transgenia possa ser aplicada de forma
eficiente. A transgenia em animais de produgdo pode trazer beneficios para a sociedade,
tanto para o produtor como para o consumidor, considerando-se a possibilidade de
aumentar a eficiéncia na produgdo e a qualidade do alimento de origem animal, com
menor prevaléncia de doencas e do uso de antibidticos. Contudo, a aceitagdo pelo
mercado de produtos de animais geneticamente modificados depende de esforgos da
ciéncia em mostrar ndo somente a eficiéneia do processo, mas também a seguranga na
produgiio e no consumo destes alimentos. Além disso, os procedimentos para gerar
animais transgénicos e as modificagdes génicas realizadas devem também assegurar o

bem-estar animal, evitando o sofrimento desnecessario.
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